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Beschreibung 

Die Erfindung betrlfft ein Verfahren zur Abtren- 
nung von blotechnologisch hergestellten Wertstof- 
fen aus einer Zellsuspension, durch Querstrom- 
Mikrofiltration unter Verwendung poroser polymerer 
Rohre mit Mikroporen > 0,1 /im als Membrane, 
durch die die Fermenterlosung mit einer Geschwin- 
dlgkeit > 2 m/s stromt und wobei ©In Druckunter- 
schied zwischen Konzentrat- und Penmeatseite von 
wenlger als 5 bar herrscht. 

Eine neuere Entwicklung auf dem Gebiet der 
Fest/FIUssig-Trennung stellt die Querstrom-Mikrofil- 
tration dar. ("Development studies of Crossflow mi- 
crofiltration", R. Bertera, H. Steven, M. Matcalfe. 
The Chemical Engineer. Juni 1984. Selte 10 ff.) 

Ein mdgliches Elnsatzgebiet dieses Membran- 
mikroflltrationsverfahrens llegt in der Abtrennung 
extrazellulSrer Wertstoffe. insbesondere h5heren 
l^olekulargewlchtes, von Zetlkdrpern sowie ande- 
ren Feststoffen. 

Diese Abtrennung In Kultur- bzw. NShrl6sun- 
gen, wie z. B. Fermenterl5sungen, gelSster extra- 
zeiiulSrer Wertstoffe von Zellen, ZellbruchstOcken 
und anderen. aus dem Nahnnedium stammenden 
Feststoffen. ist wegen der MIkrogrojBe der zurUck- 
zuhaltenden Feststoffe und Bakterienzeilen mit ei- 
ner Grofie von 0,2 bis 5 ^im, der geringen Dichte- 
dlfferenz zwischen der FemnenterlSsung und den 
abzutrennenden Feststoffen und Bakterienzeilen, 
der Kompressibilitat der Feststoffe und Bakterien- 
zeilen, sowIe dem haufig nicht Newton'schen FlieiS- 
verhalten der relativ hohe ViskositSten aufweisen- 
den Fermenterlbsungen auflerst problematisch. 

In der groJBtechnlschen Praxis werden daher 
weiterhin klassische Verfahren und Vorrlchtungen 
zur Fest/Flusslg-Trennung. wIe Filtration und Zen- 
trlfugation mit z. B, hochleistungsfShigen Seperato- 
ren oder Flltrationsapparaten eingesetzt, obwohl 
diese an der Qrenze der Wirtschaftlichkeit liegen 
und mit ihnen in diesem Bereich der Biotechnolo- 
gle nur geringe Leistungen zu erreichen sind. 

Von der zur Abtrennung von gelosten Stoffen 
mit hoheren Molekulargewlchten geeigneten 
Querstrom-IVlikrofiltration sind derzelt nur wenige 
Ober den Labormafistab hinausgehende technische 
Anwendungsfalle, z. B. die Eindickung von Suspen- 
sionen oder die Trennung von Emulsionen bekannt. 

Der gro0technischen Anwendung der 
Querstrom-Mikrofiltration im Elnsatzgebiet der Ab- 
trennung bzw. Isollerung von extrazellularen Wert- 
stoffen mit relativ hohen Molekulargewichten aus 
Kultur- bzw. FermenterlSsungen, wie belspielswei- 
se der Isollerung alkalischer Protease zur Gewln- 
nung von Enzymen, steilen sich die weiter oben 
bereits beschriebenen Schwierigkoiten entgegen. 
Bei der groiStechnischen Realisation des 
Querstrom-Mikrofiltrationsverfahrens in diesem bio- 



technologischen Elnsatzgebiet ergibt sich jedoch 
als Hauptproblem die sich auf der Membranober- 
flSche bildende Deckschicht, die aufgrund der Kon- 
zentrationspolarisation den Durchtritt der Wertstoffe 

5 durch die Membrane behlndert und somit die Re- 
tention (RUckha)tung der Wertstoffe) verursacht so- 
wie den Permeatflufl limitiert. Insbesondere bei 
FlUssigkeiten mit einem relativ hohen Feststoffan- 
tell bildet sich diese Deckschicht bzw. verstopfen 

10 die Membranporen sehr schnell und errelcht die 
Retention schon nach kurzer Zeit Werte von ca. 
100 %, so dafi die Membrane fUr die Wertstoffe 
undurchlSssig wird. Um die Poren der Membrane 
fUr die Wertstoffe wieder durchgSngig zu machen. 

IS muB das an und fUr sich kontinuierliche Verfahren 
unterbrochen und ein Relnigungszyklus durchge- 
fOhrt werden. 

Aufgabe der Erfindung ist daher die Erzielung 
eines hohen spezifischen Permeatflusses bei 

20 gleichzeitig mSgllchst langer Venveilung der Reten- 
tion nahe 0 % zur Ermdglichung der groiStechni- 
schen Querstrom-Mikrofiltration in der Biotechnolo- 
gie bei der Abtrennung von blotechnologisch her- 
gestellten extrazellulSren Wertstoffen aus einer 

25 Zellsuspension, insbesondere bei der Abtrennung 
aikalischer Protease zur Gewinnung von Enzym, 
unter wirtschaftlich befriedigenden Bedingungen. 

Diese Aufgabe wird dadurch gelost. daB unter 
Verwendung von Mikroporendurchmesser zwischen 

30 0,3 und 0,5 /tm aufweisenden Polysulfonrohren bei 
einer Stromungsgeschwindlgkeit der Fermenterlo- 
sung von 3 - 6 m/s parallel zur MembranoberflSche 
und einem Druckunterschied zwischen Konzentrat- 
und Permeatseite von 2 bar aikalische Protease 

35 hoheren Molekulargewichts, insbesondere Enzym 
> 20.000 Dalton, aus einer Fermenterlosung abge- 
trennt wird, wobei das Verhaltnis vom mlttieren 
Porendurchmesser der Membrane zur Grofie der 
im Konzentrat verbleibenden Mikroorganismen zwi- 

40 schen 0,15 und 0,85 liegt 

Das erfindungsgema/Je Verfahren ermoglicht 
den grofltechnischen Einsatz der Querstrom-Mikro- 
filtration, d. h, den Einsatz der Querstrom-Mikrofil- 
tration in biotechnologischen Abtrennanlagen. die 

45 eine Filter- bzw. Membranflache von in der Regel 
mehr als 10 qm aufwelsen, unter wirtschaftlich ak- 
zeptablen Bedingungen. Insbesondere werden der 
spezifische PermeatfluJS und das Retentionsverhal- 
ten bei der Anwendung der Querstrom-Mikrofiltra- 

50 tion in dem oben beschriebenen biotechnologi- 
schen Elnsatzgebiet deutlich vert)essert. Dies wird 
insbesondere durch die gezielte Auswahl des 
Werkstoffes Polysulfon, der Mikroporen mit mittle- 
ren Porendurchmessern zwischen 0.3 und 0,5 //m. 

55 der Stromungsgeschwindlgkeit von 3 bis 6 m/s 
sowie des Druckunterschiedes von 2 bar errelcht. 

Polysulfonmembranen sind aufgrund der mit 
Ihnen zu erzlelenden Werte fUr den PermeatfluO 
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und die Retention fOr den Einsatz unter den techni- 
schen Bedingungen dor Querstrom-Mikrofiltration 
bestens geeignet V\^hrend z. B. Teflonmembra- 
nen, Polypropylen*Schlauchmembranen Oder Ultra- 
filtrationsmembranen untor den technlsclien Bedin- 
gungen der Querstrom-MIItfOfiltratlon nur ungenU- 
gende PermeatflUsse zulassen und scfion nach 
Icurzer Verfahrensdauer Retentionswerte von Qber 
50 % aufweisen, sind bei den entsprechenden Po- 
lysulfonmembranen Retentionswerte nalie 0 % 
Uber eine deutlich Igngere Verfahrensdauer fest- 
stellbar. 

Von entscheidender Bedeutung zur Erzielung 
eines optimalen Permeatflusses und emer geringen 
Retention ist die Porengrdflenverteilung in den Po- 
lysulfonmembranen, charatctertsiert durch den mitt- 
leren Porendurchmesser. FUr die groflteciinlsche 
Anwendung der Querstrom-IVlHtrofiltration in dem 
beschriebenen Einsatzgebiet ist es wesentiich, da/J 
die iVIikroporen mittlere Porendurclimesser zwl- 
sclien 0,3 und 0,5 iim aufweisen, wobei das Ver- 
Inaltnis der mittleren Porendurchmesser der Mem- 
branen zur Gr6Be der im Konzentrat verbleibenden 
Mikroorganismen zwischen 0,15 und 0,85 liegt. Ge- 
rade diese ausgewahlten mittleren Porendurchmes- 
ser zwischen 0,3 und 0,5 /im gewahrleisten, daB 
die Retention Gber eine Verfahrensdauer von bis zu 
24 Stunden Werte nahe 0 % aufweist. Bei kleine- 
ren Porendurchmessern hat sich demgegenUber 
gezeigt, da5 die Retention aufgrund der sich auf- 
bauenden Deckschlcht bereits nach 3 Stunden 
Werte von Ober 40 % aufweist. Bei der Auswahl 
von gr6/3eren Mikroporen kommt es bereits nach 
kurzer Verfahrensdauer zur Verstopfung der Poren 
durch darin hSngenbleibende Bakterienzellen. 

Aufgrund der fOr eine wirtschaftliche DurchfOh- 
rung der Querstrom-Mikrofiltration unbefriedigend 
hohen Retentionswerte von uber 40 % ist bei der 
Querstrom-Mikrofiltration Oblicherweise schon nach 
rund 3 Stunden eine Unterbrechung des an und fUr 
sich kontinuierlichen Verfahrens zur DurchfUhrung 
eines Reinigungszyklusses notwendig. Bei dem er- 
findungsgemSflen Verfahren treten solch hohe Re- 
tentionswerte aber erst nach 24 Stunden auf. so 
da0 erst dann ein Relnigungszyklus durchzufOhren 
ist. Dies fOhrt zu einer deutlich verbesserten Wlrt- 
schaftlichkeit des Verfahrens. 

Des weiteren ist die Stromungsgeschwindigkeit 
in den rohrformlgen Polysulfon-Trennmembranen 
von wesentlichem EInflufl. Niedrige Retentionswer- 
te kdnnen bei den eingesetzten Fermenterl5sun- 
gen nur bei relativ holier Strdmungsgeschwindig- 
keit und wirtschafttlcii nur Im Bereich von 3 bis 6 
m/s erzielt werden. Die Hauptschwierigkeit stellt 
dabei die sich auf der Membranoberfl3che bitden- 
de Deckschlcht dar, deren Entstehung nur durch 
turbulente StrSmungsverhSltnisse vennieden wer- 
den kann. Turbulente Str5mungsverh3itnisse las- 



sen sich in den rohrfSnmigen l\^embranen bei den 
In einer Fermenterldsung henrschenden Viskosi^ts- 
verhaKnlssen nur durch hohe Stromungsgeschwin- 
dlgkelten enreichen, die einerseits die Reynold'sche 

6 Kennzahl vergrSfiem. und andererselts durch Erh5- 
hung der Sclierkr^fte die wirksame Viskositat der 
nicht Newton'schen FlUssigkelt so gering wie mSg- 
lich halten. Diese StrfimungsverhSifnisse werden in 
der Regel nur zu Beginn der Querstrom-Mikrofiltra- 

10 tion sichergestellt. da es Im Laufe der Verfahrens- 
durchfUhrung insbesondere durch teilweise rUckge- 
fOhrte Fermenter- bzw. Kbnzentratlosung zu einer 
Aufkonzentrierung und damit verbundenem VIskosi- 
tatsanstieg kommt Die Stromungsgeschwindigkeit 

75 kann in der grofitechnischen Praxis aus wirtschaftli- 
chen und verfahrenstechnischen Qesichtspunkten 
heraus aber nicht beliebig erhoht werden, weii zum 
einen die benotigte Pumpenenergie mit der dritten 
Potenz der Stromungsgeschwindigkeit anstelgt und 

20 zum anderen die bei dem Pumpvorgang in Form 
von Warme eingebrachte Energle wieder Uber 
Warmeaustauscher abgefUhrt werden mui3. Der fOr 
eine groBtechnische Anwendung optimale Bereich 
der Stromungsgeschwindigkeit in rohrformigen 

25 Trennmembranen bei der Abtrennung von extrazel- 
lularen Wertstoffen im gattungsgemaflen Bnsatz- 
gebiet der Mikrofilratlon liegt demnach bei 3 bis 6 
m/s. 

Wirtschaftllch sinnvoll ist die erfindungsgemaSe 

30 VerfahrensdurchfUhrung darUberhinaus bei einem 
mittleren Druckgefsille zwischen Konzentrat- und 
Permeatselte von 2 bar. Wird das Dnjckgefalle auf 
mehr als 2 bar erhiiht, erleldet die Polysulfonmem- 
brane eine irreversible Membrankompaktion. Wird 

35 das Druckgefalle dagegen unter 2 bar abgesenkt, 
wird eine unndtige Absenkung des Permeatflusses 
In Kauf genommen. 

In vortellhafter Weise Iai3t sich der spezifische 
Permeatflufi durch einen Zusatz von 0,05 bis 1 

40 Gew.-% an Feststoffen der Teilchengrdfle ^ 500 
itm verbessern. So lafit sich der Permeatflu/3 durch 
Zusatz von z. B, gemahlener Cellulose insbesonde- 
re fasriger Cellulose mit Teilchengro/Jen 5 500 itvn 
in einer Menge von 0,05 bis 1 Gew.-% urn das 

45 Doppelte bis Dreifache erhdhen. Diese Zunahme 
des Permeatflusses macht sich vor allem nach 
einer gewissen Zeit der VerfahrensdurchfUhrung, d. 
h. im Bereich hoherer Aufkonzentrierungen be- 
merkbar, obwohl die ViskosltSt der FermenterlQ- 

50 sung durch den Cellulose-Zusatz noch anstelgt. Die 
positive Wirkung des zugesetzten Feststoffes zeigt 
sich vor allem, wenn turbulente StrSmungsverhSlt- 
nlsse nicht mehr aufrechterhalten werden k6nnen. 
Als geeignetster Zusatzstoff hat sich Cellulose er- 

65 wiesen. Andere FeststoffzusStze, wie z, B. Natriu- 
maluminiumsllikat Oder Qsenhydroxyd fOhren bei 
den in Frage kommenden FenmenterlSsungen zu 
keiner Steigerung des Permeatflusses. 



5 



EP 0 200 032 B1 



6 



Zweckmaflig ist es darUber hinaus, die Fer- 
menterlosung zur Verbesserung des Permeatflus- 
ses sowie des Retentionsverhaltens mit elnem Zu- 
satz von Tensiden zu verse hen. 

In weiterer Ausgestaltung sieht das erfindungs* 
gemSfle Verfahren vor, daB der Querstrom-Mikrofll- 
tration eine Ultrafiltration zur Wertstoffanrelcherung 
nachgeschaltet wird. In einer nachgeschalteten Ul- 
trafiitrationsanlage kann der im Permeat geloste 
Wertstoff ansch!iei3end in vorteilhafter Welse ange- 
relchert bzw. aufkonzentrlert werden, Indenn in der 
Ultrafiltratlonsanlage unter Verwendung ubiicher 
Membranen der Wertstoff zurOckgehalten und die 
restlichen Bestandteile der Permeatlosung, wie z.B. 
Wasser, Saize sowie kleinere MolekGle durchgelas- 
sen werden. Die Querstrom-Mlkrofiltration und die 
Ultrafiltration bilden dann ein wirtschaflich kosten- 
gOnstIg zusamnfienwirkendes Verfahren. 

Zur Erzielung hoher Retentionswerte ist es 
gunstig, dafl be! der Querstrom-Mikrofiltratlon der 
alkalischen Protease ein pH-Wert zwischen 6,2 und 
7,2 In der Fermenterlosung eingestellt wird. Hohere 
pH-Werte waren bezUglich der Enzymaktlvitat und 
der Viskositat alkalischer Protease zwar gUnstiger, 
verbieten sich aber, da bei pH-Werten oberhalb 
von 7,2 die Retention raplde auf unbefriedlgend 
hohe Werte anstelgt. 

Schllefllich zeichnet sich das erfindungsgemS- 
Be Verfahren dadurch aus, da0 die Querstrom- 
Mikrofiltratlon groiStechnisch wirtschaftlich bei der 
Enzymabtrennung von Bakterienkulturen erfolgt. 
die sowohl In Gegenwart von Azid, Insbesondere 
Natrlumazld, als auch in Gegenwart von Natrium- 
chlorid noch bei Temperaturen von 55 'C zum 
Wachstum befahigt sind. 

Ein Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung ist 
nachstehend anhand der Zeichnung beispielsweise 
nSher erISutert. Diese zeigt in 

Fig. 1 das Prinzip der Querstrom-Mikrofiltra- 
tlon fOr die Abtrennung bzw. Isolle- 
rung von extrazellulSren tnhaltsstoffen 
aus Kultur- bzw. Fermenterl5sungen 
und in 

Rg. 2 ein vereinfachtes VerfahrensflleiJbild 
einer Querstrom-Mikrofiltrationsanlage. 

Bei dem dargestellten Verfahrensprlnzip zur 
Abtrennung von biotechnologisch hergestellten ex- 
trazeliulMren Wertstoffen aus einer Zeilsuspenslon 
durcli Querstrom-Mikrofiltration findet das rohrfor- 
mige Trennmodul 1 Verwendung. Das rohrformige 
Trennmodul 1 besteht aus einem StUtzrohr 2. in 
das ein aus Polyestergewebe bestehendes TrSger- 
rohr 3 eingelassen ist. auf dessen IVIanteiinnenflS- 
che eine trennaktlve ca. 50 bis 100 /im dicke 
l\^embranschicht 4 aus Polysulfon aufgebracht ist 
Das rohrfSnnnige Trennmodul 1 weist Durchmesser 
zwischen 5 und 15 mm auf. 

Die Kultur- bzw. Fermenterl5sung 5 wird in 



Pfeilrichtung mit Stromungsgeschwlndigkeiten von 
3 bis 6 m/s Uber die trennaktive Membranschicht 4 
geftlhrt, wobel die Wertstoffe die trennaktlve Mem- 
branschicht 4 In radlaler RIchtung durchdrlngen, 

s wahrend Zellen, ZeiibruchstUcke und Feststoffe 
von der trennaktiven Membranschicht 4 zurOckge- 
halten werden. Es blldet sich ein fiUssiges Konzen- 
trat 6, welches die Zellen, ZeiibruchstUcke und 
Feststoffe enthalt sowie ein fiUssiges Permeat 7, 

10 worin sich der abgetrennte Wertstoff befindet. Als 
trelbende Kraft fOr den Durchtritt von FiUsslgkeit 
der Fermenterlosung 5 und der darin gelosten 
Wertstoffe durch die trennaktive Membranschicht 4 
wirkt ein Druckgefalle. Das mittlere Druckgefalle 

15 zwischen der Konzentratselte und der Permeatseite 
betragt im Mittel 2 bar. Auf der Permeatseite herr- 
schen der tagesspezlfische Luftdruck und die geo- 
datische Hohe des offenen Ablaufs. Die trennaktive 
Membranschicht 4 aus Polysulfon weist Mikroporen 

20 mit mittleren Porendurchmessern zwischen 0,3 und 
0,5 ^m auf. Das VerhSltnis dieser mittleren Poren- 
durchmesser der Membrane 4 zur Gr50e der Im 
Konzentrat 6 verblelbenden und vorher mit der 
Kultur- bzw. Fermenterlosung 5 herangefOhrten Mi- 

25 kroorganismen. insbesondere Bakterienkulturen, die 
sowohl in Gegenwart von Natriumazid als auch in 
Gegenwart von Natriumchlorid noch be) Tempera- 
turen um 55 *C zum Wachstum befahigt sind, liegt 
zwischen 0,15 und 0.85. 

30 Bei dem abgetrennten Permeat handelt es sich 
insbesonders uni eine alkalische Protease, bei der 
ein Enzym mit einem Molekulargewlcht gr&8er 
20.000 Dalton den zu gewinnenden Wertstoff dar- 
stellt 

35 Dag rohrfSrmlge Trennmodul 1 stellt das Herz- 
stUck des in Bgur 2 dargestellten vereinfachten 
Verfahrensfllei3blldes einer Querstrom-Mlkrofiltra- 
tionsanlage dar. Hierbei wird die Fermenterlosung 
5 Uber eine Rohrleitung 8 in einen beheizbaren 

40 Vorlagebehalter 9 gefQIlt, aus dem sle Qber Rohr- 
leitungen 10, 11 mit Hilfe einer Pumpe 12 in der 
Leitung 10 und einer Pumpe 12a In der Leitung 11 
in die rohrfSrmigen Trennmodule 1 gelangt Drei 
hintereinandergeschaltete rohrfSrmige Trennmodu- 

45 le 1 bilden eine Trennstufe. In jedem der drei 
rohrformlgen Trennmodule 1 wird die Kultur- bzw. 
Fermenterldsung 5 in das Konzentrat 6 und das 
Permeat 7 getrennt, wobei das Konzentrat Uber 
Rohrteitungen in das jeweils nachste Modul 1 ge- 

50 langt bzw. aus dem letzten Modul Uber die Rohrlei- 
tung 13 grastenteils in die Zulauf leitung 11 rUckge- 
fUhrt wird. wShrend das Permeat aus jedem Trenn- 
modul 1 in die Abflu/3leitung 14 abflie/It. Ein kleine- 
rer Teil des Konzentrats 6 gelangt Uber eine Ab- 

55 zweigleltung 13a und die Leitung 8 In den Behaiter 
9 zurQck. wozu die Pumpleistung der Pumpe 12a 
entsprechend hSher als die der Pumpe 12 einge- 
stellt wird. 
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stoffen der Tellchengrofie ^ 500 /im. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, 
gekennzeichnet durch 

5 einen Zusatz von Tensiden. 

4. Verfahren nach einem der vorangehenden An- 
sprUche, 

dadurch gekennzeichnet, 
TO da0 der Querstrom-Mikrofiltration eina Ultrafil- 
tration zur Wertstoffanrelcherung nachgeschal- 
tet wird. 

5. Verfahren nach einem der vorangehenden An- 
75 sprOche, 

dadurch gekennzeichnet, 

dajS in der Fennnentert5sung ein pH-Wert zwi- 

schen 6,2 und 7.2 eingesteilt wIrd. 

20 6. Verfahren nach Anspruch 1 Oder einem der 
folgenden. 

dadurch gekennzeichnet, 
dai3 die Enzymabtrennung von Bakterienkultu- 
ren erfolgt. die sowohi in Gegenwart von Azid, 
25 insbesondere Natriumazid, als auch in Gegen- 
wart von Natriumchlorid noch bei Temperatu- 
ren von 55* C zum Wachstum befShigt sind. 



In weiteren AusfQhrungsformen kann es vorge- 
sehen sein, das Permeat 7 Ober die Abfluflieitung 
14 einer Aufbereltungsaniage, wie 2.B. einer Ultra- 
filtrationsanlage zur Anreicherung der Wertstoffe 
zuzufUhren. 

Auch kann es vorgesehen sein, Permeat Ober 
eine Abzweigung von der Abfluflleitung 14, ggf. 
unter Zwlschenschaltung eines Sammelbehaiters, 
zur DurchfOhrung von Reinigungszyklen den Lei- 
tungen 10 Oder 11 zuzufUhren, wobei dann der 
Zulauf von Fermenterldsung aus dem Voriagebe- 
h9lter 9 unterbunden wird. 

NatUrlich ist es auch mfigllch, das Querstrom- 
l\^ikrofiitrationsverfahren mit mehr als einer aus 
Trennmodulen 1 bestehenden Trennstufe sowie mIt 
mehr ats drei hintereinandergeschalteten Trennmo- 
dulen 1 . auszufOhren. Auch ist das Verfahren nicht 
auf die Verwendung eines VorlagebehSlters 9 be- 
schrSnkt 

Insbesondere ist es femer mfiglich, das 
Querstrom-Mikrofiltrationsverfahren mit einer batch- 
Diafiltration zur gezielten FlUsstgkeitszugabe zu 
versehen, urn das Konzentrat 6 z. B. mit Wasser 
extrahieren und den ins Permeat geiangten Fltis- 
sigkeitsanteil ausgieichen zu konnen. DarUber hin- 
aus ist die Ausbildung der rohrfomnigen Trennmo- 
duie 1 nicht auf den angegebenen Durchmesserbe- 
reich von 5-15 mm beschrSnkt. 

PatentansprUche 

1. Verfahren zur Abtrennung von blotechnolo- 
gisch hergestetlten Wertstoffen aus einer Zeli- 
suspension durch Querstrom-iVlikrofiltratlon un- 
ter Ven/vendung por3ser polymerer Rohre mit 
Mikroporen > 0,1 ^im als IVIembrane. durch die 
die Fermenterlosung mit einer Geschwindlgkeit 
> 2 m/s stromt und wobei ein Druckunter- 
schied zwischen Konzentrat- und Permeatseite 
von weniger ais 5 bar herrscht. 
dadurch gekennzeichnet. 
da6 unter Verwendung von Mikroporendurch- 
messer zwischen 0.3 und 0,5 ^m aufweisenden 
Polysulfonrohren bei einer StrQmungsge- 
schwindigkeit der FermenterlQsung von 3 - 6 
m/s parallel zur MembranoberflSche und einem 
Druckunterschled zwischen Konzentrat- und 
Pemneatseite von 2 bar alkalische Protease 
hoheren Molekulargewichts, insbesondere En- 
zym > 20,000 Dalton, aus einer Fermenterld- 
sung abgetrennt wird. wobei das VerhSitnis 
vom mittleren Porendurchmesser der l\/lembra- 
ne zur GroBe der im Konzentrat verbleibenden 
MIkroorganismen zwischen 0,15 und 0,85 (iegt. 

. 2. Verfahren nach Anspruch 1 . 
gekennzeichnet durch 

einen Zusatz von 0,05 bis 1 Gew.-% an Fest- 



Clatms 

30 

1. A process for the removal of biotechnologically 
produced valuable materials from a cell sus- 
pension by crossfiow microfiltration using po- 
rous polymeric tubes having micropores > 0.1 

35 iim as membranes through which the ferment- 
er solution flows at a rate of >. 2 m/s, a 
pressure difference of less than 5 bar prevail- 
ing between the concentrate side and the per- 
meate side, characterized in that, using poly- 

40 sulfone tubes having micropore diameters of 
0.3 to 0.5 fim at a flow rate of the fenmenter 
solution of 3 to 6 m/s parallel to the membrane 
surface and a pressure difference of 2 bar 
between the concentrate side and the perme- 

45 ate side, alkaline protease of relatively high 
molecular weight, more particularly enzyme > 
20,000 dalton, is separated from a fermenter 
solution, the ratio of the average membrane 
pore diameter to the size of the microorgan- 

50 isms remaining in the concentrate being be- 
tween 0.15 and 0.85. 

2. A process as claimed in claim 1 , characterized 
by an addition of 0.05 to 1% by weight solids 

55 having a particle size of S 500 |tm. 

3. A process as claimed in claim 1 or 2, char- 
acterized by an addition of surfactants. 
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4. A process as claimed in any of the preceding 
claims, characterized In that the crossflow 
microfiltratlon is followed by ultrafiltration to 
concentrate the valuable materials. 

6 

5. A process as claimed in any of the preceding 
claims, characterized In that a pH value of 6.2 
to 7.2 is adjusted in the fennnenter solution. 

6. A process as claimed in claim 1 or any of the io 
following claims, characterized in that the en- 
zyme is separated from bacterial cultures 
which are still capable of growth both in the 
presence of azide, particularly sodium azide, 

and in the presence of sodium chloride at is 
temperatures of 55 ' C. 

Revendications 

1. ProcSd^ pour la separation de substances pro- 20 
dultes par biotechnologie & partir d'une sus- 
pension cellulaire par microfiltratton de courant 
transversal en utillsant des tubes polym&res 
poreux avec des micropores > 0,1 nm comme 
membrane, ^ travers lesquels la solution du 25 
fermentateur s ecoule h une vitesse > 2 m/sec 

et oi^ r&gne une diffirence de pression entre ie 
c6te du produit concentre et Ie cdti du per> 
m§at de moins de 5 bars, caractirisd en ce 
qu'en utillsant des tubes de polysulfdne com- 30 
prenant des micropores de diam^tre entre 0,3 
et 0,5 ftm k une vitesse de la solution du 
fermentateur entre 3 et 6 m/sec parallelement 
k la surface de la membrane et une difference 
de pression entre Ie cdtS du produit concentre 3S 
et Ie c6te du permSat de 2 bars, une protease 
alcaline de polds moteculaire plus eieve, en 
particuller une enzyme > 20 000 daltons est 
separee d'une solution du fermentateur. Ie rap- 
port du dIamMre moyen des pores de la mem- 40 
brane par rapport ^ la grandeur des micro- 
organismes restant dans Ie concentre etant 
situe entre 0,15 et0,85. 

2. Procede selon ia revendication 1, caracterise 45 
par une addition de 0,05 a 1 % en polds en 
mati^res solldes de grandeur de parttcules ^ 

500 ftm. 

3. Procede selon I'une des revendications 1 ou 2, so 
caracterise par une addition de tenslo-actlfs. 

4. Procede selon I'une des revendications prece* 
dentes, caracterise en ce qu'll la suite de la 
microfiltration de courant transversal est inter- 55 
caiee une ultrafiltration pour I'enrichlssement 

en mati^re. 



5. Precede selon I'une des revendications prece- 
dentes, caracterise en ce qu'une valeur de pH 
entre 6,2 et 7,2 est ajustee dans la solution du 
fermentateur. 

6. Procede selon la revendication 1 ou I'une des 
revendications suivantes, caracterise en ce que 
la separation d'enzyme se fait par des cultures 
bacteriennes qui sont susceptibles de crois- 
sance encore a des temperatures de 55 *C 
aussi bien en presence d'acide, particuliere- 
ment d'azid de sodium, qu'egalement en pre- 
sence de chlorure de sodium. 
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